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Samenaatting
In dit proefschrift is het onderzoek, verricht aan een aantal onderdelen van
de eiwitsynthetiserende machinerie van mitochondriën uit Neurospora crassa,
beschreven. We hebben onze aandacht gericht op de volgende punten:
l. Eigenschappen van geïsoleerde mitochondriën.
2. Isolering en karakterisering van mitochondriale ribosomen.
3. Karakterisering van mitochondriale polysomen.
4. Initiatie van de eiwitsynthese.
5. Karakterisering van mitochondriaal DNA.
ad, t. Neurospota crassa mitochondriën werden op twee manieren geïsoleerd:
door mechanische disruptie en door enzymatische aÍbraak van de cel-
wanden. De wrkregen mitochondriën zijn verschillend wat betreft de
intactheid van hun membranen en de koppeling van oxidatie en fosfor-
ylering. Mitochondriën uit mechanisch gehomogeniseerde cellen hebben
aanzienlijk geleden van de procedure. Met beide methoden werden
toch mitochondriën verkregen, die een aanvaardbare aminozuurincor-
poratie in eiwit vertoonden. Om deze reden hebben we beide typen
mitochondriale preparaten gebruikt voor verdere onderzoekingen.
ad 2. Het bleek mogelijk twee typen ribosomen uit Neurospora crassa mito-
chondriën te isoleren met sedimentatiewaarden van 80S en 73S vergele-
ken met 77S voor cytoplasmatische ribosomen. iWe waren in staat in-
' vloed uit te oefenen op de opbrengst aan 80S en 73S ribosomen:
Mg2 + en de ribonuclease remmer heparine, indien beide aanwezig,
leidde tot de isolering van uitsluitend 80S ribosomen. Indien noch
Mg2+ noch heparine aanwezig waren werden uitsluitend 73S riboso-
men verkregen, terwijl de aanwezigheid van Mg2 + en de afwezigheid
van hepaÍine een mengsel van 80S en 73S ribosomen tot gevole had.
We hebben sterke aanwijzingen, dat zowel 80S als 73S ribosomen uit
de mitochondriën komen. Deze aanwijzingen zijn: 1. De peptidyltrans-
ferase van beide typen ribosomen wordt geremd door chlooramfenicol
en niet door anisomycine, het tegenovergestelde is het geval voor 77S
cytoplasmatische ribosomen. 2. Zowel 80S als 73S ribosomen disso-
ciëren in subeenheden als gevolg van incubatie met een bacteriële dis-
sociatiefactor.. 3. Sedimentatiewaarden van ribosomale subeenheden
van 80S en 73S ribosomen zijn gelijk, te weten 52S en 39S. De waar-
den voor de subeenheden van cytoplasmatische ribosomen zijn 615 en
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39S. 4. Ribosomale RNAs van zowel 80S als 73S ribosomen hebben
Ss waarden van 22 en 15, ribosomale RNAs van cytoplasmatische
ribosomen hebben 56 waarden van 25 en 17.
ad 3. Polysomen zijn uitsluitend waargenomen in ribosomale prep.uaten ver-
kregen in aanwezigheid uan Mg2 + en heparine. Het .monomeer in deze
polysomen heeft een sedimentatiewaarde van 80S net als de wije ribo-
somen in deze preparaten. Deze polysomen waren van mitochondriale
herkomst, aangezien de in aitro labeling van groeiende peptideketens in
gei'soleerde mitochondriën, alsook de celvrije polysome eiwitsynthese
geremd bleken te worden door chlooramfenicol en niet door ryclo-
heximide. Het antwoord op de vraag welke deeltjes de natieve ribo-
somen zijn, kan beantwoord worden met: de 80S.
De 73S ribosomen kunnen uit de 80S ontstaan zijn door geringe
nucleolytische degradatie van het RNA. Het 73S ribosoom is groter
dan het 80S te oordelen naar de electroforese op gelgradiënten van
polyacrylamide, het kan daarom een ontvouwen of gezwollen structuuÍ
bezitten.
ad 4. Eiwitsynthese in mitochondriën kan geinitieerd worden door factoren
van bacteriële herkomst. We hebben het gedrag van ribosomen bestu-
deerd, die geincubeerd werden met een bacteriële dissociatiefactor. Zo-
wel bacteriële als mitochondriale ribosomen dissociëren dan in subeen-
heden, cytoplasmatische ribosomen niet.
Onze pogingen om initiatiefactoren van mitochondriale ribosomen te
isoleren hadden geen succes, omdat niet genoeg mitochondriale ribo-
somen geproduceerd konden worden.
ad 5. We hebben aangetoond, dat mitochondriaal DNA vaÍ Neurospora
crdJJa gesloten circulaire moleculen bevat met contourlengten van 19 p.
Eenmaal werd een dimeer gevonden met een lengte van 39 ,r. Ook
narnen we herhaalde malen in een van de twee onderzochte stammen
kleine circulaire moleculen waar, in lengten variërend van 0,5 tot 7 tt.
De aanwezigheid van de kleine cirkels hield geen verband met het
groeistadium van de cultuur.
Door het gebmik van formamide in de isolatieprocedure werden DNA
moleculen gevonden met lange enkelstrengstukken eraan gehecht. Waar
schijnlijk zijn deze moleculen replicatie-intermediairen van mitochon-
driaal DNA.
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